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(3) Verfahren zum Befaden von Probentragern fur Massens penetrometer 

(57) Die Erftndung betrifft ein Verfahren zum schnellen Bela- 
den gro&flachiger Probentrager mit einer sehr groEen 
Anzahl von Anatysenproben fur deran massenspektrometri- 
schen Untersuchung mit dem lonisierungsverfahren der 
matrixunteratutzten Desorption durch LaserbeschuB (MAL- 
Dl). 

Di Erfindung besteht in der Verwendung der in der 
Biochemie und Molekulargenetik etngefuhrten Mikrotrter- 
platten fur die parallele Vorberertung einer Vielzahi von 
gel" sten Proben und einer Vietfachpipetteneinheit fur die 
gfeichzertige Obertragung von Probenlosungamengen aus 
alien Reaktionsgefa&en einer Mikrotiterplatte auf den Pro- 
bentrager. Durch Wiederhotung der Betadung mit Proben 
aus weitaren Mikrotiterptatten, die versetzt zwischen die 
be raits aufgebrachten Proben gesetzt werden, kann eine 
■ sehr hone Probendichte erreicht word en. Da bet werden 

>inige der Proben am Rande fur die genaue massenspektro- 
metrische Feststeliung der Probenpoaitionierung auf dem 
* Probentrager reserviert, die Posra'onen der ubrigen Proben 
J konnen dann interpoliert werden. 
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Beschr ibung 

Die Erfindung betrifft ein Verf ahren zum schnellen Beladen groBflachiger Probentrager mit einer sehr groBen 
Anzahl von Analysenproben fur deren massenspektrometrischen Untersuchung mit dem Ionisierungsverfahren 
5 der matrixunterstutzten Desorption durch LaserbeschuB (MALDI). 

Die Erfindung besteht in der Verwendung der in der Biochemie und Molekulargenetik eingefuhrten Mikroti- 
terplatten fur die parailele Vorbereitung einer Vielzahl von getesten Proben und einer Vielfachpipetteneinheit 
fur die gieichzeitige Obertragung von Probenldsungsmengen aus alien ReaktionsgefaBen einer Mikrotherplatte 
auf den Probentrager. Durch Wiederholung der Beladung mit Proben aus weiteren Mikrotiterplatten, die 
10 versetzt zwischen die bereits aufgebrachten Proben gesetzt werden, kann eine sehr hohe Probendichte erreicht 
werden. Dabei werden einige der Proben am Rande fur die genaue massenspektrometrische Feststellung der 
Probenpositionierung auf dem Probentrager reserviert, die Positionen der ubrigen Proben konnen dann interpo- 
Iiert werden. 

15 Allgemeiner Stand der Technik 

Die Ionisierung biomolekularer oder potymerer Proben durch matrixunterstutzte Desorption vermittelst 
BeschuB mit kurzzeitigen Lichtblitzen aus einem Pulslaser hat in den vergangenen Jahren weite Verbreitung 
gefunden und wird besonders in Flugzeitmassenspektrometern, aber audi in Quadnipol-Hochfrequenz-Ionen- 
20 fallen oder in lonen-Cydotron-Resonanz-Spektrometern verwendet. Diese Methode wird mit "MALDI" be- 
zeichnet (matrix assisted laser desorption/ionization). 

Diese Ionisierungsmethode verlangt, daB die auf der Oberflache eines Probentragers aufgebrachten Proben in 
das Vakuumsystem des Massenspektrometers eingebracht werden mussen. Dabei ist es Stand der Technik, ein 
groBere Anzahl von Proben (ungefahr zehn bis hundert) gemeinsam auf einem Probentrager einzuschleusen, 
25 und den Probentrager im Vakuumsystem so zu bewegen, daB die gewunschte Probe jeweils in den Fokus der 
Laseroptik zu liegen kommt | 

Die Analysenproben werden in Form kleiner Tropfchen einer Probenlosung auf den Probentrager gebracht, 
wobei die Tropfchen sehr schneil trocknen und einen fiar MALDI geeigneten Probenfleck hinterlassen. Dabei 
wird in der Regel der Ldsung eine Matrixsubstanz fur den MALDI-ProzeB beigegeben, und die Probensubstan- 
30 : zen werden beim Auskristallieren der Matrixsubstanz wihrend der Trocknung in die Kristallchen eingeschlos- 
i: sen. Es sind aber auch schon andere Verf ahren bekannt geworden, bei denen die Probesubstanzen auf eine 
zunachst auf gegebene, bereits getrocknete Matrixschicht auf gegeben werden. 

Durch den raschen Fortschritt in der MALDI-Technik zeichnet sich eine Automatisierung der Probenionisie- 
rung ab, die nach heutiger Technik noch durch den Benutzer visuell gesteuert wird, und zwar unter mikroskopi- 
35 scher Betrachtung der Probenflecke. Die Automatisierung eroffnet die seit langem geforderte Moglichkeit zu 
einer massiv-paraJlelen Verarbeitung von einigen zehntausend Proben pro Tag auch in der massenspektrometri- 
schen Analyse, die in anderen Bereichen der Biochemie und Molekulargenetik langst eingefuhrt ist Damit 
werden grdBere Probentrager als bisher ublich verlangt, und eine hohe Dichte der Analysenproben auf dem 
Probentrager. 

40 In der Biochemie und der Molekulargenetik haben sich sogenannte Mikrotiterplatten fur die parailele Verar- 
beitung vieler Proben durchgesetzL Die KorpusgroBe dieser Platten betragt 80 mal 125 Millimeter, mh einer 
nutzbaren Flache von 72 mal 108 Millimeter. Es gibt bereits heute kommerzieU erhaldicfae Probenvorberei- 
tungssysteme, die mit Mikrotiterplatten dieser GroBe arbeiten. Diese enthielten urspriinglich auf der nutzbaren 
Flache von 72 mal 108 Millimeter 96 austauschbare kleine ReaktionsgefaBe in einem 9-mm-Raster. Heute haben 

45 sich Platten der gleichen GroBe mit 384 f est im Kunststoff eingelassenen ReaktionsgefaBen im 4^-mm-Raster 
durchgesetzt Platten mit 864 ReaktionsgefaBen im 3-mm-Raster sind in Diskussion. Me massiv-parallele Verar- 
beitung von Proben, beispielswdse in der molekularen Genetik, besteht nun darin, nicht nur mh einer einzigen 
soldien Mikrotiterplatte zu arbeiten, sondern mit einer grofien Anzahl solcher Platten paralleL Beispielsweise 
konnen bei gleichzeitiger Behandlung von 120 solcher Platten in einer einzigen PCR-Apparatur (PCP = 

so polymerase chain reaction) mehr als 46 000 DNA-Proben gleichzeitig in einer Zeit von etwa 3 Stunden jeweils 
milliardenfach vervielfaltigt werden. 

Bisher werden in der kommerzieflen Massenspektrometrie unterschiedliche Probentrager mit bis zu 30 Milli- 
meter Durchmesser, in anderen Systemen bis 50 mal 50 Millimeter GroBe benutzt Diese erscheinen fur zukunf- 
tige Anforderungen zu klein. Aus obigen Betrachtungen gegenwartig entwickelte Forderungen gehen dahin, 

55 Zehntausende von Proben tagiich untersuchen zu konnen. Es kdnnen dafur viele Probentrager eingesetzt 
werden, die einem Massenspektrometer automatisch zugefuhrt werden, wie es US 5 498 545 beschreibt Eine 
solche Automatik ist jedoch sehr kompliziert, und es erscheint viel zweckmaBiger, die Zehntausende von Proben 
auf einem einzigen Probentrager unterzubringen. 

Die Anzahl von Proben auf einem Probentrager ist heute meist durch die Iange Zeit zum Aufbringen der 

60 Proben und durch die Verderbfichkeit der Proben begrenzt Soilen etwa 40 000 Analysenproben auf einen 
Trager auf gebracht werden, und dauert das Aufbringen einer Probe jeweils nur zwei Sekunden (wobei die 
Ubertragungspipette kaum vernunftig sauber gewaschen werden kannX so dauert der gesamte Beladungsvor- 
gang bereits mehr als 22 Stunden. Bei vielen MALDI-Verfahren werden Matrixsubstanzen verwendet, die bei 
langem Aufenthalt an Luft oxydieren oder hydrolysieren und damit ihre Wirksamkeit fur den MALDI-ProzeB 

S5 verlieren. Auch sind biomolekulare Proben manchmal nicht stabil und mussen in Ldsung gekuhlt aufbewahrt 
w rden. Sie konnen nicht stundenlang oder sogar tagelang der Laborluft und Laborwarme ausgesetzt werden. 

Massenspektrometrische Untersuchungen mit massiv-paralleler Behandlung dieser Art werden fur Fragen 
der Genotypisierung, fur das Feststellen mdividueller Genmutationen und fur viele andere FragesteUungen 
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gebraucht 

Auf gabe der Erfindung 

Es ist die Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zu finden, mit dem sich geeignete Probentrager relativ schnell 5 
und sicher mit Zehntausenden von Analysenproben, die in Mikrotiterplatten aus Ausgangsproben erzeugt, 
gezuchtet und sonst vorbehandek worden sind, so beladen lassen, daB sie einer automatisch arbeitenden 
massenspektrometrischen Untersuchung zuganglich werden. " 

Beschreibung der Erfindung 10 

Es ist der Grundgedanke der Erfindung, den Probentrager in GroBe und Form den Mikrotiterplatten anzupas- 
sen, ihn bereits mit einer MALDI-Schicht vorzupraparieren und alle (beispielsweise 384) Analysenproben aus 
einer Mikrotiterplatte gleichzeitig auf die MALDI-Schicht zu ubertragen. Fur diese Obertragung eignet sich 
eine an sich bekannte Vielfach-Pipetteneinheit, die genau so vieie Pipetten besitzt wie die Mikrotiterplatte 15 
ReaktionsgefaBe hat, und deren Mikropipetten den gleichen Rasterabstand besitzen wie die ReaktionsgefaBe 
der Mikrotiterplatte. Bei Verwendung von Mikrotiterplatten mit 384 Anarysenproben lassen sich so 384 Proben 
gleichzeitig ubertragen und in einem Punktraster mit 4,5 Millimeter Punktabstand auf der MALDI-Schicht 
ablegen. 

Durch Saubern der Mulnpipetten, Wechsel der Mikrotiterplatten und Wiederhoien dieses Vorgangs kann 20 
dann ein zweites Punktraster mit wiederum 384 Analysenproben aus einer zweiten Mikrotiterplatte auf densel- 
ben Probentrager aufgetragen werden, wobei dieses Punktraster gegenuber dem ersten urn eine kleine Strecke 
verschoben wird. Durch Wiederhoien dieses Verfahrens kann man auf dem Trier 384 Probenpunktblocke 
erzeugen, wobei jeder Probenpunktblock eine Vielzahl von Proben enthalV deren jede von einer anderen 
Mikrotiterplatte stammt 25 

Beispielsweise kann man bei einem Punktblock aus 5 mal 5 Punkten insgesamt 5 x 5 x 384 = 9600 Proben 
auftragen, wobei die Probenpunkte einen Abstand von maximal 03 Millimeter zueinander haben konnen. Die 
Probenflecken konnen dabei ohne Schwierigkeiten einen Durchmesser von je etwa 0,6 Millimeter besitzen. Es 
ist sogar moglich, Punktbldcke von 1 1 mal 1 1 Punkten mit 400 Mikrometern Punktabstand und 300 Mikrometer 
Probenfleckdurchmesser aufzubringen. Das ergibt Probentrager mit insgesamt 46464 Proben. Es konnen, wie 30 
unten gezeigt wird, sogar noch vie! mehr Analysenproben auf gebracht werden. 

Der Probentrager kann zur Vorberehung fur den MALDI-ProzeB beispielsweise mit einer Lackschicht aus 
NitrozeQulose versehen werden, wobei dem Lack eine geeignete protonierende Matrixkomponente beigegeben 
ist Solche Beschichtungen wurden in den Patentbegehren BFA 34/96 und 36/96 beschrieben. Diese Lackschicht 
ist auBerordentlich adsorptiv fur Proteine und DNA. Die Molekule der Anatysensubstanz werden sehr gleichma- 35 
Big auf der Oberflache adsorbiert und ennoglichen so eine Automatisierung des MALDI- Vorgangs der Ionisa- 
tion. Die Lackschicht explodiert beim BeschuB mit Laserlichtblitzen im Fokusbereich des Laseriichts und setzt so 
die Biomolekule frei, ohne sie dabei zu zersetzen. Die heiBen Gase aus der Explosion kuhlen sich durch 
adiabatische Ausdehnung in das umgebende Vakuum hinein so schnell ab, daB die groBen Biomolekule kaum 
eine Aufheizung erfahren. Ionen der beigemischten, protonierenden Matrixkomponente agieren dann in der 40 
Gasphase mit den groBen Biomolekuien und bewirken deren Ionisierung. Es konnen aber auch die Biomolekule 
schon chemisch so vorbehandelt sein, daB sie selbst bereits im festen Zustand eine Ladung tragen und so 
bevorzugt als Ionen freigesetzt werden. Die Ionen der Anaiysensubstanz werden dann im Massenspektrometer 
untersucht, beispielsweise (im einf achsten Falle) auf ihr Molekuiargewicht hin. 

Die Vielfach-Pipetteneinheit enthalt die Pipetten genau im Rasterabstand der ReaktionsgefaBe der Mikroti- 45 
terplatte. Die Pipetten konnen also raumlich genau und zeitlich gleichzeitig in die ReaktionsgefaBe hineingreif en 
und dort Losung entnehmen. Sie konnen beispielsweise in kleinen Stahlkapillaren von 200 Mikrometer AuBen- 
durchmesser enden, die in konisch zugespitzten Haiterungen auBerordentlich genau im Raster der Mikrotiter- 
platten von 4J5 Millimeter angeordnet sind. Mit ihnen lassen sich auf der MALDI-Schicht des Probentragers sehr 
prazbe Probenflecke von 200 Mikrometer Durchmesser erzeugen, die genau im Raster der Mikrotiterplatten 50 
angeordnet sind. Diese Probenflecke reichen fur eine einf ache massenspektrometrische Untersuchung aus. Die 
Pipetten konnen als Vielzahl einzelner Mikroliterspritzen mit gemeinsamer Bewegung der Kolben ausgefuhrt 
sein. 

Viel einfacher sind jedoch passive Pipetten, die eher wie Bedruckungsstempel arbeiten. Sie bestehen aus 
kleinen Edelstahldrahten von beispielsweise 200 Mikrometer Durchmesser ohne innere Kapillaroffnung, wie- ss 
derum in konisch zugespitzten Haiterungen eingepaBL Die ganz leicht hydrophilen Fipettendrahte nehmen sehr 
genau dosierte winzige Tropfchen aus der Probeniosung auf, die an der Stirnseite der Drahte hangen, und geben 
sie durch Gravitations- und Kapillarkrafte auf dem Probentrager an die MALDI-Schicht ab. Die MALDI- 
Schicht ist leicht hydrophob, daher laufen die Tropfchen auf der Schicbt nicht auseinander und konnen zu einem 
Probenfleck von etwa 200 Mikrometer Durchmesser eingetrocknet werden. 60 

Die passrven Pipetten konnen an der Stirnflache mit geeigneten Schichten beschichtet sein, beispielsweise mit 
einer Schicht, die die Probenmol kule bevorzugt an der Oberflache bindet und somit der Probeniosung anrei- 
chernd entzieht Ist die Adsorption dieser Schicht geringer als die der MALDI-Schicht auf dem Probentrager, so 
lassen sich dort die Probenmolekule wieder bevorzugt auf die MALDI-Schicht ablagern. 

Es ist eine weitere Erfindungsidee, daB die in Losung positiv oder negativ geiadenen Analysenmoiekule durch 65 
elektrophoretische Wanderung an die passiven Pipettendrahte herangeholt und so aufkonzentriert werden 
konnen, indem die Pipettendrahte mit einer elektrischen Spannung gegenuber den MikrotitergemaBen versehen 
werden. Die Gegenelektroden konnen in den Wanden der GefaBe integriert sein (beispielsweise durch halblei- 
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tende Wandel sie konnen aber auch getrennt von den Pipettendrahten nut der gleichen Vi lpipetteneinheit 
eingefuhrt werden. Die entnommenen Tropfchen enthalten dann wes ndich mehr Analysenraolekule, als es der 
KLonzentration der Analysenmolekule in der Losung, die sich in den MikrothergemaBen befindet, entspncht. 
Eine Zersetzung der Probenmolekule an den Pipettendrahten kann durch geeignete Belegung verraieden 
werden. Die mit dem Tropfchen auf die MALDI-Schicht transportierten Probenmolekule konnen durch erne 
Umpolung der Elektrophoresespannung auf die MALDI-Schicht gebracht werden. 

Diese Vielfachpipettensyrteme werden. durch automatisch arbeitende Bewegungssysteme m drei Achsen 
bewegt. Sie haben dabei langere Wege zuruckzulegen und mussen sich daher recht scnnell bewegen konnen. Sie 
mussen sich raindestens von der Mikrotiterplatte zum Probentrager, von dort zu einer Wasch-und Trocknungs- 
station und wieder zurflck zu einer neuen Mikrotiterplatte bewegen. Durch diese Anforderungen ist Hire 
Positionsgenauigkeit eingeschrankt, mit vertretbaren Kosten lassen sich Systeme bauen, die eme Posmonierge- 
nauigkeit von etwa 50 Mikrometern haben. - . 

Diese Positionierungenauigkeit lifit die oben geschilderten Probenblocke mit 11 mal 11 Punkten mil .400 
Mikrometer Probenfleckraster und 200 Mikrometer Probenfleckdurchmesser durchaus zu, aber es wird dann 
erforderlich, die Position der Rasterpunkte relativ zu den anderen Rasterpunkten von Proben aus anderen 
Mikrotiterplatten im Massenspektrometer zu uberprufen. Dazu sind mindestens zwei Probenblocke erforder- 
lich, die moglichst weit voneinander entf ernt sein sollen. Mh diesen zwei Probenblocken lassen sich un Massen- 
spektrometer durch Abtasten die Positionen der einzelnen Proben zueinander bestimmen. Aus den Positionen 
der Probenpunkte in zwei Probenblocken lassen sich die Positionen alter anderen Probenpunkte lnterpoueren, 
auch wenn neben einem Parallelversatz noch ein Winkelversatz herrschen sollte. 

Es ist also ein weiterer Gedanke der Erfindung, mindestens zwei Probenblocke fur die Messung der Positio- 
nierung der Proben vorzusehen. Am besten werden in diesen Probenblocken Proben mh bekannten Substanzen 
eineesetzt, urn die Abtastung zu erleichtern. Aus Sicherheitsgrunden ist es zweckmaBig, mcht nnr zwei, sond m 
vier Blocke hierfur vorzusehen, und dazu die Blocke in den vier Ecken des Probentragers zu verwenden. Es 
bleiben dann noch 380 Probenblocke fur die Analysen unbekannter Substanzen. 

Ein weiterer Aspekt betrifft die Sicherheh des Anafysierens des richtigen Probenflecks auf der Tragerplatte. 
Es ist daher ein weiterer Gedanke der Erfindung, einen Probenfleck aus jedem Probenblock mit oner bekannten 
Referenzsubstaoz zu belegen und so eine KontroUe fur die richtige Ansteuenmg zu haben. Bei Verwendung der 
vier EckWocke fur eine Positiomkafibrienm & und je einer Probe aus jedem Block fur eine A^euerungskontrol- 
le bleiben immer noch 45 600 Analysenproben ubrig. Die folgende TabeUe gibt einen Oberbbck der Anzahl 
nutzbarer Analysenproben in Abhangigkeit von der BIockgroBe: 
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Proben pro Block 
(Anzahl der Uterplatten) 



rnaximaler Abstand 



Anzahl nutzbarer Analysenproben 





3x3 = 9 


1,50 mm 


3 040 




4x4= 16 


1,12 mm 


5 700 


40 


5x5 = 25 


0,90 mm 


9120 




6x6 = 36 


0,75 mm 


13 300 




7x7 = 49 


0,64 mm 


18240 


45 


8x8 = 64 


0,56 mm 


23 940 




9x9 = 81 


0,50 mm 


30400 




10x10=100 


0,45 mm 


37 620 


50 


11 x 11 = 121 


0,40 mm 


45 600 




12x12=144 


037 mm 


54 340 




13 x 13 = 169 . 


034mm 


63 840 


55 


14x14=196 


032 mm 


74100 




15x15 = 225 


030 mm 


85 120 



60 



65 



Naturlicfa konnen abweichend von der TabeUe auch nicht-quadratische Bldcke verwendet werden, wenn das 
Runstiger erscbeint, beispielsweise bei ungleichen Positionsgenauigkeiten in x- und y-Richtung. 

Die Werte in der TabeUe sind bei einem Probenfleckdurchmesser von 0,20 Millimeter alle noch mit emer 
Positionsungenauigkeit von 0,05 Millimeter vereinban Naturlich konnen bei 3 x 3 Proben pro Mock die 
Fleckdurchmesser viel groBer gewahlt werden. Bei einer durchschnittlichen Zeit von einer Minute fur einen 
Beladungszyklus ist der Probentrager fur die Proben aus 11 x 11 = 121 Mikrotiterplatten in etwa zwei Stunden 
beladen, bei 15 x 15 « 225 Mikrotiterplatten in weniger als vier Stunden. , u • , 

Es kommt vor, daB empfmdliche Proben nicht lange der Luft ausgesetzt werden durf en. Das kann bei langen 
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Beladungszeiten zu einem Problem werden. In diesem Fall ist es rndgiich, die ganze Beladungsapparatur mit 
Schutzgas zu fullen und auch die Probentragerplatten anschlieBend in Schutzgas geschutzt zum Massenspektro- 
meter zu transportieren. in einem zeitgleich eingereichten Patentbegehren (Aktenzeichen BFA 38/96) wird eine 
Kassettenkonstruktion vorgestellt, in der die Probentrager in Schutzgas gelagert, transportiert und ins Massen- 
spektrometer eingefuhrt werden kdnnen. 

Selbstverstandlich kann die Erfindung auch auf andere Mikrotiterplatten mit anderen Rasterabstanden sinn- 
gemaB ubertragen werden. 

Beschreibung der Bilder 



Besonders gunstige Ausfuhrungsf ormen 
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Fig. 1 zeigt einen Abschnitt einer Vielfach-Pipetteneinheit (1) uber einem Abschnitt einer Mikrotiterplatte (4). 
Die einzelnen Pipetten haben Schafte (2\ an deren konisch zugespitzten Enden sich die PipettenkapLUaren (3) 
befinden. Die Pipetten konnen in die eingelassenen ReaktionsgefaBe (5) der Mikrotiterplatte (4) eingefuhrt 
werden und dort gieichzeitig aus alien ReaktionsgefaBen je eine kleine Menge Probenldsung entnehmen, die 
dann auf den Probentrager ubertragen wird. 15 

Fig. 2 zeigt einen Eckabschnitt des Probentragers (6) nach Beladung mit Proben. Die Probenflecke sind in 
Blocken (10) zu je 5 x 5 Probenflecken angeordnet. Die Blocke haben unter sich einen Rasterabstand, der dem 
der ReaktionsgefaBe auf der Mikrotiterplatte entspricht. Die 25 Proben eines Probenblocks (10) stammen 
jeweils aus einer anderen Mikrotiterplatte. Die Probenflecken bilden kein exaktes 5 x 5-Raster, da die Positio- 
nierung der Vielfach-Pipetteneinheit beim Aufbringen der Proben nicht ganz genau erfoigte. Die relative 20 
Positionierung innerhalb benachbarter 5 x 5-Bldcke ist jedoch gleich. Daher kann man durch messendes 
Abtasten eines solchen Blocks im Massenspektrometer die Position aller Probenflecke genau bestimmen, wenn 
nur eine Parallelverschiebung der Flecken zu erwarten ist. Ist zusatziich ein Winkeiversatz zu erwarten, so 
mussen zwei Blocke vermessen werden. Der Block mit den Probenflecken (7) in der Ecke des Probentragers 
besteht aus Probesubstanzen, die sich leicht fur eine solche Positionskalibrierung abtasten lassen. Die weiBen 25 
Probenflecke (9) sind Ref erenzsubstanzen, die eine KontroUe der Ansteuerung erlauben. Die schwarzen Proben- 
flecken (8) sind die unbekannten Analysenproben. 
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Die Probentrager werden nach dieser Erfindung in ihrer GroBe genau an die der Mikrotiterplatten angepaBt 
Sie konnen dann in kommerzieO ernaltlichen Verarbeitungsplatzen fur Mikrotkerpiatten emgefuhrt und bear- 
beitet werden. Diese Platze haben sich in der Biochemie fur die parallele Verarbeitung vieler Proben durchge- 
setzt Die KorpusgroBe dieser Platten betragt 80 mal 125 Millimeter, mit einer nutzbaren Flache von 72mal 
108 Millimeter, auf der sich heute meist 384 fest im Kunststoff eingelassenen ReaktionsgefaBe im 4,5-mm-Raster 35 
befmden. 

Werden in Zukunft Mikrotiterplatten mit 864 ReaktionsgefaBen im 3-mm-Raster eingefuhrt so konnen diese 
wegen der gletchen GroBe ebenfalls verwendet werden. Es sind dann die Pipettiereinheiten und die Punktraster 
fur die Probenblocke zu andern. Die Beladung geht dann schneller, da dann jeweils 864 Proben gieichzeitig 
ubertragen werden. 40 

Die Erfindung beruht auf der bereits eingefuhrten massiv-parallelen Verarbeitung von Proben in Biochemie 
und molekularer Genetik. Diese wird auch fur die Vorbereitung der massenspektrometrisch zu analysierenden 
Proben eingesetzt 

Die Probentrager in der GroBe der Mikrotiterplatten mussen mit einer MALDI-Schicht versehen werden. 
Das kann im biochemischen Labor geschehen, wird aber in Zukunft vorzugsweise durch industrielle Vorprapa- 45 
ration vorgenommen werden. Die MALDI-Schicht kann beispielsweise aus einer lackartigen Schicht aus Nitro- 
zeilulose bestehen, wobei dem Lack eine geeignete protonierende Matrixkomponente beigegeben ist. Solche 
Beschichtungen wurden in den Patentbegehren BFA 34/96 und 36/96 beschrieben. 

Diese Lackschicbt ist auBerordendich adsorptiv fur Peptide, Proteine und DNA. Die Molekule der Analysen- 
substanzen werden sehr gleichmaBig auf der Oberflache adsorbiert und ermogiichen so eine Automatisierung 50 
der MALDMonisation. 

Diese Schicht muB nun mh den Proben belegt werden, die in den Mikrotiterplatten vorbereitet wurden, Dazu 
eignen sich an sich bekannte Vielf ach-Pipetteneinhehen, deren Einzelpipetten im RastermaB der Reaktionsgefa- 
Be der Mikrotiterplatten angeordnet sind. 

Die einf achste Ausfuhrungsform einer Vielfach-Pipetteneinheit besteht aus einer Platte, in die im RastermaB 55 
der ReaktionsgefaBe der Mikrotiterplatte Bolzen eingeschraubt sind, in deren konisch zugespitztem Ende die 
Pipettendrahte eingelassen sind. Die Pipettendrahte ragen nur sehr kurz, etwa einen Millimeter, aus dem 
Bolzenschaft heraus, urn ein Dejustieren zu vermeiden. Die Drahte sind so abgeschliffen, daB ihre Stirnflachen 
genau in einer Ebene liegen. Sie werden so beim Eintauchen in die gleich hoch gefuDten ReaktionsgefaBe der 
Mikrotiterplatte in gleicher Weise mit Probenldsung benetzt, und nehmen beim Herausheben gleiche Mengen 60 
an Probenldsung mit Die Durchmesser der Pipettendrahte bestimmen dabei die zukunftige GroBe des Proben- 
fleckens auf dem Probentrager. 

Die Vielfach-Pipetteneinheit kann jedoch auch Kapillarpipetten tragen, die ahnlich wie Mikroliterspritzen 
auf gebaut sind Mit ihnen lassen sich groBere Mengen an Probenldsung uberfuhren. 

Die Obertragung der Proben auf den Probentrager muB sehr prazise erfolgen. Sie kann kaum von Hand 65 
ausgefuhrt werden. Es bietet sich dafur ein automatischer Bewegungsmechanismus an, der die Vielfach-Pipet- 
teneinheit sehr prazise dreidimensional bew gen kann. Solche Bewegungseinheiten lassen sich mit Hilfe von 
Linearmotoren aufbauen, sie konnen dabei Wege von etwa einem Meter Lang mit Geschwindigkeiten von 
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etwa 20 Metern pro S kunde und Positioni rgenauigkeiten von 50 Mikrometern durchfahren. Die Bewegungs- 
einheit kann neben der Vielfach-Pipetteneinheit auch noch eine Roboterband tragen, di die Mikrotiterplatten 
aus einera Magazin zu einer festen Zwischenstation bringen kann. 

Mit einer solchen Bewegungseinheit laBt sich das Beladungsverfahren eines Probentragers, der sicb in einer 
Tragerstation befrad t, nach dieser Erfindung mit folgendem Zyklus durchfuhren: 

Die Roboterfaand holt die erste Mikrotiterplatte aus dem Magazin, in dem sich etwa 60 Mikrotiterplatten 
befinderii und legt sie prazise positioniert in der Zwischenstation ab. Dann wird die Vielfac^-Rpetteneinheit in 
die Reakuonsgef §Be der Mikrotiterplatte eingef uhrt, wobei die Pipettendrahte benetzt werden. Die Pipettenein- 
heit wird herausgehoben, wobei an den Pipettendrahten Losungstropfchen von etwa 200 Mikrometer Durch- 
messer zuruckbleiben. Die Pipetteneinheit wird dann zur Tragerstation verbracht, und nach moglichst genauer 
Positionierung und nach Ausklingen restlicher Scfawingungen bis auf 50 Mikrometer uber den Probentrager 
abgesenkL Dabei beruhren die Trdpfchen die MALDI-Schicht des Probentragers. Beim nachfolgenden Abheben 
der Pipetteneinheit bleiben die grdBeren Teile der Trdpfchen auf der MALDI-Schicht zuriick, sie trocknen dann 
unter der Einwirkung von trockner, warmer Luft inner halb von etwa 30 Sekunden ein. 

Die Pipetteneinheit wird wahrenddessen zu einer Wascfastation gefahren, wo sie in Wasser, das mit Trifluores- 
sigsaure angesauert ist und in dem sich auch noch Bursten befinden, gereinigt wird. Die Bewegungseinheit kann 
die Pipettieremheit waschend uber die f eststehenden Bursten bewegen. Eine zweite Waschstation enthalt reines 
Wasser- Danach werden die Pipetten in einem warmen Strom trockener Luft getrocknet. 

Im nachsten Schritt bringt die Roboterhand die Mikrotiterplatte zuriick in das Magazin und entnimmt die 
nachste Platte- Der voile Zyklus dauert etwa 60 Sekunden. Dieser Zyklus kann sooft wiederholt werden, bis der 
Probentrager voll beladen oder das Magazin mit Mikrotiterplatten leer ist. Dieses muB dann gewechselt werden. 

Die Punktmuster werden fur die Mikrotiterplatten leicht versetzt aufgebracht, so daB die Probenblocke 
entstehen, die in Fig. 2 gezeigt sind. Die dort gezeigten Blocke mit 24 Anahysenproben und einer Ref erenzprobe 
ergeben bei 380 nutzbaren ReaktionsgefaBen pro Mikrotiterplatte genau 9 120 Anahysenproben, die in nur 
25 Minuten aufgebracht werden. Das mag fur viele Zwecke genug sein. Bei dieser Zahl entfallt auch das 
Wechseln des Magazine die Beladung kann vollautomatisch erf olgen. 

Werden hdhere Anzahlen an Analysen benotigt, beispielsweise fur medizinische Reihenuntersuchunjgen zur 
Suche nach gefahrdenden Mutatioheh, so konnen beispielsweise Probenblocke mit 11 x 11 = 121 Probenflek- 
ken aufgebracht werden. Hier ist es zweckmaBig, zur hdheren Sicherheit die Proben zweimal an yerschiedenen 
Stellen aufzutragen und wiederum eine Referenzsubstanz pro Block aufzubringen. Es werden soimt die Proben 
aus 60 Mikrotiterplatten und einer Mikrotiterplatte mit Referenzsubstanz entnommen, damit ist wiederum nur 
ein Magazin notwendig, und die Beladung kann wieder voUautomatisch ohne Unterbrechung verlauf en. Das 
Beladen braucht dafur etwas uber zwei Stunden. 

In der Regel sind die voll beladenen Probentrager vor der Analyse im Massenspektrometer noch weiter zu 
behandeln. So ist es zweckmaBig, den Probentrager zu waschen, urn alie Salze und Puffersubstanzen von der 
Oberflache zu entfernen. Die Molekule der biocfaemischen Anahysensubstanzen sind in der Regel so f est 
adsorbiert, daB sie bei einem vorsichtigen Waschvorgang nicht entfernt werden. Es kann dabei in Grenztallen 
notwendig sein, alle Metallionen, die leicht zu AdduktbUdung neigen, mit besonderen chemischen oder physikab- 
schen Mitteln von der Oberflache zu entfernen. Die Tragerplatte ist danach gut zu trocknen, urn nicht zuvi 1 
40 Wasser in das Massenspektrometer einzufuhren. 

Die Probentrager werden dann in die Ionenquelle eines geeigneten Massenspektrometers enigeschleust und 
dort analysiert. Im Falle der 11 x 11 Probenflecken mussen dann 22 800 Proben analysiert werden, wobei fur 
jede Probe eine Doppelmessung vorzunehmen ist Die insgesamt 45 600 Analysen konnen in 253 Stunden 
durchgefuhrt werden, wenn jede Analyse genau zwei Sekunden dauert. Zusatzliche Zeh wird fur die Positionsab- 
tastung und fur die Analyse der Referenzproben benotigt. Um die Analysen in einem Tag durchfuhren zu 
konnen, ist es also zweckmaBig, auf Analysenzeiten unter zwei Sekunden zu kommen, 

Fur empfindliche Proben kann es notwendig sein, den gesamten Beladungsvorgang in einem beispielsweise 
mit groBen Glasscheiben gedichteten Automaten unter Schutzgas auszufuhren. Auch der Transport der fertig 
beladenen Probentrager zum Massenspektrometer kann unter Schutzgas geschehen. 

Die Pipettenspitzen konnen auch fur die Anreicherung der Probenmolekule mit geeigneten Schichten verse- 
hen werden, die die Probenmolekule binden. Auch eine eiektrophoretische Anreicherung kann verwendet 
werden. Die gebundenen Probenmolekule konnen auch durch eine eiektrophoretische Spannung auf die MAL- 
DI-Schicht ubertragen werden. 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zum schnellen Beladen einer MALDI-Probentragerplatte mit einer groBen Anzahl in Ldsung 
befindlicher Proben aus Mikrotiterplatten, dadurch gekennzeichnet, daB die MALDI-Probentragerplatte 
bereits mit einer Matrixschicht fur die matrixunterstutzte Laserdesorption und Ionisierung belegt ist, und 

eo daB die Obertragung der kleinen Mengen an Probenlosung auf die Matrixschicht fur alle Proben einer 

Mikrotiterplatte gleichzeitig erf olgt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzekrhnet, daB zur gleichzeitigen Ubertragung der Proben aus 
einer Mikrotiterplatte eine Vielfachpipette benutzt wird, mit so vielen Einzelpipetten wie der Anzahl der 
ProbegefaBen in der Mikrotiterplatte entspricht, so daB auf der MALDI-Probentragerplatte ein Punktmu- 

ss ster an Probenflecken im Raster der Mikrotiterplatten entsteht 

3. Verfahr n nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichn t, daB die Vielfachpipette aus einer Vielfalt von 
Einzelstempeln besteht, an denen jeweils Trdpfchen mit der gelosten Probe hangenbleiben und so ubertra- 
gen werden konnen. 
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4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansp ruche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Probenmolekule durch eine Elektrophoresespannung zwischen den Probenlosungen und den Pipettenspit- 
zen an die Pipettenspitzen anreichemd herangeholt werden. . 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Probenmolekule durch Umk hr der 
Elektrophoresespannung von den Pipettenspitzen auf die MAUD I - Prob entragerplatte feriert werden. s 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB die MALDI-Pro- 
bentragerplatte die gleiche GroBe besitzt wie die Mikrotiterplatten. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche; dadurch gekennzeichnet, daB Proben fur eine 
MALDI-Probentragerplatte aus mehreren Mikrotiterplatten entnommen werden, und daB die Punktmuster 
der Proben aus verschiedenen Mikrotiterplatten von Uterplatte zu Titerplatte geringfugig gegeneinander 10 
versetzt aufgebracht werden. 

8. Verfahren nach Anspruch dadurch gekennzeichnet, daB die Proben aus verschiedenen Mikrotiterplatten 
auf der MALDI-Probentragerplatte jeweils Blocke von Probenflecken bilden, wobei ein solcher Block 
kleiner ist, als es der Rasterflache eines ReakuonsgefaBes auf der Mikrotiterplatte entspricht. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Proben aus 25 Mikrotiterplatten mit je 384 is 
ProbengefaBen in Blocken zu 5 mal 5 Probenflecken mit einem maxhnalen Rasterabstand von 0,9 Millime- 
tern bei maximal Qj8 Millimeter Probenfleckdurchmesser aufgebracht werden, so daB sich nach dem Bela- 
den 9600 Probenflecken auf dem Probentrager befinden. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Proben aus 121 Mikrotiterplatten zu je 384 
ProbengefaBen in Blocken zu 1 1 mal 1 1 Probenflecken mit einem maximalen Rasterabstand von 0,4 Milli- 20 
metern bei maximal 03 Millimeter Probenfleckdurchmesser aufgebracht werden, so daB sich nach dem 
Beladen 46 464 Probenflecken auf der MALDI-Probentragerplatte befinden. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB jeweils einige Blocke am 
Rande der MALDI-Probentragerplatte nach Einbringen des Probentragers in das Massenspektrometer zur 
Feststellung der genauen Positionen der Probenflecken relathr zu den anderen Proben des Blockes und 25 
relativ zur MALDI-Probentragerplatte dienen. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die vier Blocke in den Ecken der MALDI- 
Probentragerplatte fur diese Feststellung der relativen Positionen dienen. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB jeweils ein Probenfleck aus 
den Blocken fur Zwecke der Qualitatssicherung aus einer bekannten Substanz besteht. 30 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche 8 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daB fur Zwecke 
der Qualitatssicherung durch Doppelmessungen jede Probe aus jeder Mikrotiterplatte durch zweimalige 
Obertragung der Proben aus jeder Mikrotiterplatte zweimal an verschiedenen SteUen aufgetragen wird. 
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